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ABA abscisic acid 
APX ascorbate peroxidase 
cAPX or cyt APX cytosolic APX 
sAPX or str APX stromal APX 
tAPX or thy APX thylakoidal APX 
BSA bovine serum alburnine 





















cytochrome C oxidase 
cetyltrimethylarnmonium bromide 
2， 4-dichlorophenoxyacetic acid 
2， 5-dibromo-3-me thyl-6-isopropyl-JJbenzoGuinone 






expressed sequence tag 
glutathione reductase 
b-glucronidase 









polyacrylamide gel electrophoresis 
phenylmethylsulfonyl fluoride 
polyvinylidene difluoride 
RubisCO ribulose-l，5-bisphosphate carboxylase /oxygenase 
SDS sodium dodecvlsulfate 
SOD superoxide dismutase 
cyt SOD cytosolic SOD 
pls CuZn-SOD plastidic CuZn-SOD 
TCA trichloroace tic acid 
Tris tris(hydroxymethyl) aminomethane 
























































































APX (EC 1.11.1.11)は高等植物、緑藻、 一部のシアノバクテリアにおいて存在する
過酸化水素消去酵素で、ある [4J0 APXには、細胞質型、葉緑体型、マイクロボデ、イ
型、 ミトコンドリア型のアイソザイムが存在する [4，45，131J (Fig. 0-2)。このうち葉
緑体型は、可溶性のストロマ型APXと膜結合型のチラコイド型APXに分かれる [70J。
最近のAPXcDNAのクローニングにより、細胞質型APX遺伝子は複数存在することが
明らかとなっている [39，44，100J 0 Jespersenらは、これらのAPXアイソザイムを、
ストロマ型、チラコイド型、可溶性細胞質型 1および2(cs1、cs2)、膜結合細胞質型




























精製した。得られたpoly(A)+RNAを鋳型にしてTimeSavercDNA synthesis kit 
(Amershむn-Pharmacia)を用いてcDNAを合成し、 λZAPIIベクター (Stratagene)
に組み込みcDNAライブラリーを作製した。















SODCc1 Caccession no. D00999) : base no. 526-760、SODCc2Caccession no. 
D01000) : base no. 475-667、APXa:base no. 793-983、APXb:base no. 815-
1058。またapxaの全長cDNAおよび、イネactincDNA Caccession no. D15628、イネ
ゲノム研究プログラムより分与された)のインサートDNACapxa : EcoRI断片、 actin:
Sa1 I-Not 1断片)を制限酵素切断によりベクターより切りだし、プローブに用いた。
それぞれのフ。ローブをBcaBESTRandom Primer Labeling Kit C宝酒造)を用いて
32pで標識した。





ションを、 5xDenhardt's， 6x SSPE， 0.1% SDS， 100μg/ml salrnon sperm DNA、
650Cの条件で一晩行い、洗浄を550Cの6XSSC，0.1% SDS中で20分間2回行った。オ
ートラジオグラフィーにより結果を得た。



















































































































































り、低温 [36J、乾燥 [107Jによってスーパーオキシドが、低温 [26，79， 81， 88J、紫










に、 ABA[113J、細胞内Ca2+[52J、MAPキナーゼ [71Jの関与が知られているが、 こ
れらに加えて活性酸素の関与する新規なシグナル伝達経路の可能性が示唆される。
本実験によりイネ細胞質型APXも細胞質型SODと同様ABAにより誘導されることが


























M A K N Y P V 
61 GTGAG仁G仁 GAGTA仁 AGGAGG仁 GT仁GAGAAGGC仁AGG仁AGAAG仁TG仁G仁G仁仁仁T仁AT仁
V 5 A E Y Q E A V E K A R Q K L R A L 1 
121 G仁 GAGAAGAGCTG仁G仁仁仁仁T仁T仁ATG仁T仁 G仁T仁G仁GTGG仁ACT仁GG仁GGGGA仁GTT仁
A E K 5仁 A P L M L議 L A 議~ 5 A G T F 
181 GA仁GTGT仁GT仁GAAGAC仁GGGGGCC仁GTT仁GGGA仁GATGAAGA仁仁仁CGG仁GGAG仁TGT仁G
D V 5 5 K T G G P F G T M K T P A E L 5 
241 仁A仁G仁 G仁 AA仁G仁GGGGCTGGA仁AT仁G仁GGTG仁GGATG仁T仁GAG仁仁仁AT仁AAGGAGGAG
H A A N A G L D 1 A V R M L E P 1 K E E 
301 ATA仁仁仁A仁 AT仁T仁TA仁G仁 GATTT仁TA仁 AG仁TIG仁 GGAGTTGTGGC仁GT仁GAGGTG
1 P T 1 5 Y A D F Y Q L A G V V A V E V 
361 T仁 GGTGGA仁 TG仁 GT仁仁仁仁TT仁A仁仁仁AGGAAGGGAGGA仁AAA仁 TG仁A仁仁仁仁仁A仁T
5 G G P A V P F H P G R E D K P A P P P 
421 GAGGG仁 GT仁TT仁 TGATG仁TA仁 AAGGGTI仁TGA仁A仁仁TAAGG仁AGGT仁TT仁GGTG仁G
E G R L P D A T K G 5 0 H L R Q V F G A 
481 仁AGATGGG仁TIGAGTGAT仁AGGA仁ATTGTTG仁仁仁T仁T仁TGG仁GGT仁A仁A仁仁仁TGGGAAGG
Q M G L 5 D Q D 1 V A L 5 G G ~ T L G R 
541 TG仁A仁AAGGAAAGAT仁TGGTTTTGAGGGA仁仁TTGGA仁AAGAAA仁仁仁T仁TG仁AGTTTGA仁
仁 H K E R 5 G F E G P T R N P L Q F 0 
601 AA仁T仁TTA仁TT仁A仁GGAG仁TT仁TGAGTGGTGA仁AAGGAGGGC仁TI仁TT仁AG仁TT仁TAGT
N 5 Y F T E L L 5 G 0 K E G L L Q L P 5 
661 GA仁AAAG仁仁仁TG仁TGAGTGA仁仁仁TG仁TI仁 G仁仁仁A仁丁仁GT仁GAGAAATATG仁TG仁AGAT
K A L L 5 D P A F R P L V E K Y A A D 
721 GAGAAGG仁TTT仁TTTGAAGA仁TA仁AAGGAGG仁仁仁A仁TCAAG仁T仁T仁 GAA仁TGGGGTT仁















G 5 K 5 Y P T V 5 D E Y L A A V G K A N 
121 CGG仁AAG仁T仁 G仁GG仁仁T仁AT仁GC仁GAGAAGAA仁TG仁G仁仁仁仁A仁T仁ATG仁T仁 G仁 T仁G仁
G K L R G L 1 A E K N仁 A P L M L n L A 
181 GTGG仁A仁T仁TG仁TGG仁A仁n仁GATGTGT仁GT仁GAGGA仁仁GG仁GGG仁仁仁TT仁GG仁A仁 AT
~ S A G T F D V 5 5 R T G G P F G T M 
241 GAAGAA仁仁仁仁GG仁GAG仁AGT仁仁仁A仁G仁 G仁 AA仁G仁仁GG仁 T仁GA仁AT仁G仁 GT仁AG仁GT
K N P G E Q 5 H A A N A G L D 1 A V 5 V 
301 T仁T仁GA仁仁仁仁AT仁AAGGA仁仁AACTTC仁 AT仁 T仁T仁仁TA仁G仁CGA仁TT仁TA仁 AG仁TTG仁
L D P 1 K D Q L P 1 L S Y A D F Y Q L A 
361 TGG仁GTTGTGG仁 GT仁GAGGT仁A仁 GG仁GGA仁仁TGAGGT仁仁仁仁TT仁 AT仁 GGG仁AGG仁A
G V V A V E V T G G P E V P F H P G R Q 
421 GGA仁AAG仁仁TGAG仁仁T仁T仁仁TGAAGG仁 GTCTT仁仁TGATG仁仁A仁A仁AAGGTT仁TGA仁A
D K P E P P P E G R L P D A T Q G 5 D H 
481 仁 TAAGG仁AGGT仁TTTT仁TG仁G仁AGATGGGTTTGAGTGA仁AAGGA仁ATAGTTG仁T仁TTT仁
L R Q V F 5 A Q M G L 5 D K D 1 V A L 5 
541 TGGTGGT仁A仁A仁A仁TGGGAAGATG仁仁A仁AAGGAGAGAT仁TGG仁TTTGAGGGAG仁 TGGA仁
G G ~ T L G R仁 H K E R S G F E G A通 T
601 GT仁仁AA仁仁仁TTTGAT仁TTTGA仁AA仁T仁TTA仁TT仁A仁 GAG仁TTGTGAGTGG仁GAGAAGGA
5 N P L 1 F D N 5 Y F T E L V S G E K E 
661 AGG仁仁TT仁TT仁AG仁TGC仁AAGTGA仁AAAG仁仁仁T仁ATGG仁TGA仁仁仁AGC仁TT仁 GT仁A仁T
G L L Q L P 5議 K A L M A D P A F R P L 
721 GGTGGAGAAATATG仁TG仁GGATGAGGA仁GC仁TT仁TTTGCGGATTA仁G仁仁GAGG仁仁仁A仁 T
V E K Y A A D E D A F F A D Y A E A H L 
781 仁AAG仁T仁T仁TGAA仁TGGGATITG仁TGAGGAATAAGAAG仁 TTTAGAGAG仁GGGATAT仁 G
K L 5 E L G F A E E *
841 仁AAAAGATTAATG仁仁GATTTGTATTTTG仁G仁仁TTAGAGTCAGTA仁GAT仁AAGA仁TGT仁GT
901 GG仁GGTTGTAATAAAAATTAGTGTG仁TTTGGG仁 AT仁TTTTTATGTGATT仁 AATTGT仁T








At APX1 109: 
spαpx1 114:ポ




At APX1 164: 
sp apx1 160: 




At APX1 208: 
sp apx1 204: 





































































































































rice APXa rice APXb 
rice APXa * 
rice APXb 83.9 安
pea APX 80.0 81.5 
Arabidopsis 78.0 80.2 APX1 
spinach 
49.8 47.6 APX1 
spinach 45.3 46.1 tAPX 
cotton 65.2 64.9 mbAPX 

































cytosolic 2 Chlamydomonas 
Fig.1-4 APXの分子系統樹
ここで用いたAPXの配列は以下から引用した。 Iceplant APX 1:accesion no. 




sAPX: D83669、spinachtAPX: D77997、iceplant sAPX: AF069316、ice
plant tAPX: AF069315、pumpkinsAPX: D88420、ArabidopsissAPX: 
X98925、Arabidopsis凶 PX:X98926、ricesAPX and rice tAPX:本論文第4
章、ArabidopsisAPX2: X98275、Chlamydomonas:AJ223325. 
19 






















6x SSC， 0.1% SDSを用い550Cで2回洗浄を行った。レーン左にDNA
サイズマーカーを示す。H:Hind II、N:Nco 1、K:Kpn 1。
20 






ゼーションを行い、 2xSSC， 0.1% SDSを用い420Cで2回洗浄を












































ABA treatment (h) 
12 。24 



































6 3 。R12 
Chilling (h) 




































12 24 R6 R12 
Drought (h) 
































































ン酸バッファー (pH7.5)を加えた。 25mMカリウムリン酸バッファー (pH7.5)、




次に50μlの0.5mMluminol， 0.2M NH40Hを加えたo 50μlの1mMK3Fe(CN)6， 0.2 
MNH40Hを加えることにより発光を開始させ、ルミノメーター (LumatLB 9507、
EG & G Berthold， Wildbad， Germany)を用いて5秒間発光を測定した。過酸化水素



























































































































































24 16 12 8 4 2 。
PQ treatment (h) 











H202 treatment (h) 























《 ? ? 。
B 
。
24 16 12 8 4 2 。
PQ treatment (h) 













H202 treatment (h) 























2102・ 1+ 2H + 
-1 :.:::::.~RØ政三:DDC 










DDC ー + + 
PQ 一 一一 + + + + 









cont AT HU 













Treatmen七 (time) H202 (nmole/g FW) fold 
None (0 h) 238+19 1.00 
3-Aminotriazole (4 h) 291土20 1.23 













































Choice System cDNA synthesis kit (GIBCO BRL)を用いてcDNAを合成し、 λ
















鋳型としたPCRによって、イネrbcScDNA [58J (accession no. D00643)のコー ド領
域 (baseno. 50-600)を増幅し、得られたDNA断片をイネrbcSフローブとした。それ
ぞれのプローブをBcaBESTRandom Primer Labelling Kit (宝酒造)を用いて32pで標
識した。
Genomic Southern blot 
第 1章 (p8 )と同様な方法で行った。イネストロマ型APXとイネチラコイド型APX
のそれぞれに特異的なプローブを用いてハイブリダイゼーションを行った。ハイブリ













































































































































































































仁G仁T仁 CCT仁仁仁TC仁A仁 AA仁仁仁A仁CA仁 AG仁GT仁A仁仁仁ATGG仁GG仁仁仁AG仁GA仁T仁Gd 60 
M A A Q R L A 
KG仁 CT仁A仁G仁CGCCG仁G仁 GT仁GG仁TTCTCCT仁A仁T仁T仁 G仁TCGCATGG仁 G 120 
A l H A A A P 5 A F S-5 T 5 5 A 5 H G R 
にCC仁G仁qG仁q仁GAtC仁AG仁A仁A仁 GCT仁TC仁T仁仁仁GGTGG仁仁仁T仁仁仁G仁G仁q仁T仁 Gd 180 
P A A R 5 5 T T A L L' P V A L P R A 5 A 
|仁AC仁T仁 GCGCCG仁A仁TT仁T仁GG仁T仁TC仁仁仁仁AGGAGG仁GAAGG仁GG仁GGGGAGCGG 240 
T L R A ~ P 5 R ~ ~ . p ~が E A K A. A'".， G 5 G 
!仁AGGT仁GGTGATGTG仁ATGG仁GT仁GGCGT仁GGCGT仁GG仁GG仁GT仁GG仁GG仁GGTGG仁GTd 300 
R 5 V Mζ~ A' 5 A S. A_ 5‘ AA S'，A AVA S 
GGG仁G仁GG仁GGAG仁TGAAGG仁 G仁T仁G仁GAGGACAT仁AGGGAGζTじ仁T仁AAGA仁GA仁G仁A 360 
G A A E L K A A R E D 1 R E L L K T T H 
仁TG仁A仁仁仁CATC仁TGGTT仁GTCTTGGATGG仁ATGATIC仁GGTA仁GTATGACAAGAATAT 420 
C H P 1 L V ~ L G ~ ~ D S G T Y D K N 1 
TAAAGAGTGG仁CA仁AA仁GAGGTGGAG仁TAATGGAAG仁TTGAGATTTGATGTTGAGTTAAA 480 
K E W P Q R G G A N G 5 L R F D V E L K 
ACATGGAG仁AATG仁TGGG仁TGGTAAATG仁T仁TAAAGCTTGT仁CAA仁仁TAT仁AAGGA仁AA 540 
H G A N A G L V N A L K L V Q P 1 K D K 
ATAC仁 AAATAT仁T仁ATATG仁GGATITATTC仁AG仁TGG仁AAGTG仁TA仁AG仁AATTGAGGA 600 
Y P N 1 S Y A D L F Q L A S A T A 1 E E 
AG仁TGGTGGT仁AAAGATT仁AATGA仁ATATGGA仁GGATTGATGT仁A仁AGGT仁TGAG仁A 660 
A G G P K 1 P M T Y G R 1 0 V T G P E Q
GTGT仁A仁TGAGGGGAAG仁TTC仁 GATG仁TGG仁仁仁AAGTG仁Ac仁TG仁GGAT仁A仁TTGAG 720 
C P P E G K L P D A G P S A P A D H L R 
GAAGGTATTTTACAGGATGGGT仁TTGATGACAAGGAGATTGTTGTG仁TGT仁TGGAG仁A仁A 780 
K V F Y R M G L D D K E 1 V V L S G A ~ 
TA仁A仁TTGGAAGGT仁 AGA仁TGAACGGAGTGG仁TGGGGGAAA仁 AGAAA仁GAAATATA仁 840 
T L G R S R P E R S G W G K P E T K Y T 
TAAGAATGG仁仁仁TGGTG仁AC仁TGGTGGG仁AAT仁GTGGA仁AG仁TGAATGG仁TTAAGTTTGA 900 
K N G P G A P G G Q S 間 T A E W L K F D 
TAAζAGTTATTT仁AAGGAGATAAAAGAGAAAAGAGAT仁AGGAT仁T仁 TGGT仁TTG仁 TA仁 960 
N S Y F K E 1 K E K R D Q 0 L L V L P T 
AGATG仁TG仁ATTATTTGAGGA仁仁仁AA仁ATTCAAGGT仁TATGCAGAAAAATA仁G仁AGAGGA10Z0 
i A A L F E D P T F K V Y A E K Y A E D 
仁AAGAAG仁ATT仁TTTAAAGA仁TATG仁 GGAG仁T仁ATG仁TAAA仁TGAG仁AAT仁TGGGTGC1080 
Q E A F F K D Y A G A H A K L S N L G A 
AAAATT仁AAT仁T仁TGAGGGATT仁ACGTTGGA仁GGTIAATG仁GATG仁G仁ATGAG仁 AGA1140 











AAAAA仁T仁A仁TCGA仁T仁GAG仁G仁G仁GCGC仁ATGGCGGAG仁G仁AT仁G仁 G仁T仁 CT仁仁T仁 60 
M A E R 1 A K S Lし
仁 GG仁TG仁T仁GCC仁T仁G仁TG仁T仁 GT仁仁仁CT仁CC仁仁仁仁仁G仁G仁仁仁仁仁G仁GT仁T仁 G仁 120 
P A A 5 P 5 P A P S P P p: R'， R R V S A 
GCGG仁仁G仁 G仁TCCTT仁仁仁ATG仁TG仁T仁A仁AG仁G仁 GG仁GG仁T仁 G仁T仁G仁T仁 180 
A A A A 5 F PζC S .T S A ~ G L' R L R S 
仁G仁仁仁GT仁T仁G仁TTC仁CG仁AGAAGG仁TG仁GA仁GA仁GAGGAG仁GGG仁G仁G仁 GG仁G仁GGGG 240 
R P 5 R F P; Q K A， ".A Jρ了 RS GRAGAG 
GCG仁GGG仁GGTGGTC仁GGTG仁ATGG仁GGCGG仁GG仁GGTGGCGGCGT仁 GA仁G仁GG仁GCAG 300 
A R ' A， V ，ov..' R C M" 'A A， A" A 岐会A A 5 0 A A Q
仁T仁AAGAG仁G仁仁仁GGGAGGA仁AT仁AGGGAGAT仁T仁AAGA仁A仁TA仁TG仁A仁仁仁仁AT仁 360 
L K 5 A R E 0 I R E I L K T T Y仁 H P I 
ATGGT仁 GT仁TTGGGTGG仁A仁GATTCTGG仁A仁GTA仁GA仁AAGAA仁AT仁GAGGAGTGG仁 G 420 
M V ~ L G ~ ~ 0 5 G T Y 0 K N I E E W P 
仁AGAGGGG仁GGAG仁 GA仁GGGAG仁TTGAGATTTGA仁G仁 GAATTGAG仁A仁GGAG仁AAT 480 
Q R G G A 0 G 5 L R F 0 A E L 5 H G A N 
GCTGGT仁TGATTAATGCTTTGAAG仁TTAT仁AA仁AAT仁AAGGAζAAATA仁仁仁GGGTATA 540 
A G L I N A L K L I Q P I K 0 K Y P G I 
A仁TTATG仁TGATTTGTT仁AGTTGG仁AAGTG仁TA仁AG仁AATTGAGGAAG仁TGGTGGG仁 G 600 
T Y A 0 L F Q L A 5 A T A I E E A G G P 
AAAATT仁AATGAAATATGGACGAGTTGATGT仁A仁AG仁AGCTGAG仁AGTG仁仁仁AC仁AGAA 660 
K I P M K Y G R V 0 V T A A E Q 仁 P P E 
GGGAGG仁TT仁TGATG仁仁GGT仁A仁GTGTG仁仁仁G仁TGAT仁AT仁TTAGGGAGGTATT仁TA仁 720 
G R L P 0 A G P R V P A 0 H L R E V F Y 
AGGATGGG仁TTGATGA仁AAGGAAATTGTTG仁ATTAT仁TGGAG仁A仁A仁A仁A仁TTGGAAGA 780 
R M G L 0 0 K E I V A L 5 G A ~ T L G R 
TCAAGA仁TGA仁AGGAGTGGCTGGGGAAAG仁AGAAA仁AAAATATA仁TAAGGATGGG仁T 840 
S R P 0 R S G W G K P E T K Y T K 0 G P 
GGTGAA仁TGGAGGG仁AATCATGGA仁AGTTGAATGGTTGAAGTTTGATAACAGTTA仁TT仁 900 
G E P G G Q S ~ T V E W L K F 0 N S Y F 
AAGGA仁ATAAAAGAG仁AAAGGGA仁AGGAT仁TTCTAGTG仁TA仁仁仁A仁AGATG仁TG仁ATTA 960 
K 0 I K E Q R 0 Q 0 L L V L P 丁 目 A A L 
TTTGAGGAT仁 GTC仁TT仁AAGGTATATG仁 GAAAAATATG仁AGAGGAT仁AGGAGG仁ATT仁 1020 
F E 0 P S F K V Y A E K Y A E 0 Q E A F 
TTTAAAGA仁TA仁GCTGAAGCT仁ATG仁TAAA仁TGAG仁GA仁TTGGTG仁AAAGTT仁GAT仁A1080 
F K 0 Y A E A H A K L S 0 L G A K F 0 P 
仁TGAGGGATTTTCACTGGACGATGAA仁AG仁 GT仁GAAGAGAA陥AT仁TGAACCAGCA11140
P E G F S L 0 0 E P A V E E K 0 P E P A 
|仁CAG仁G仁AG仁AG仁AG仁A仁A仁AC仁TC仁A仁AGTCGAGGAGAAGAAGGAAG仁TGAA仁仁利 1200 
P A P A A A P P P P P V E E K K E A E P 
民仁TC仁AGTA仁AGTAA仁GGTAGGAG仁AGCAGTGG仁AT仁AT仁G仁 AG仁GGATGA仁AACAAd1260 
T P V P V T V G A A V A S S P A 0 0 N N 
|GGTG仁AG仁A仁 G仁AA仁仁AGAG仁 CTT仁GT仁G仁TGCGAAATA仁T仁TA仁GGAAAGAAGGAG1320 
G A A P Q P E P F V A A K Y S Y G K K E 
|仁TGT仁GGA仁TCGATGAAG仁AGAAGAT仁AGGG仁GGAGTA仁GAGGGATT仁GGAGG仁AG仁仁仁G1380 
L S 0 S M K Q K I R A E Y E G F G G S P 
lGA仁AAG仁T仁TG仁AGT仁 AA仁TACTTCCT仁AACAT仁ATG仁T仁TTGAT仁GGAGGG仁TGG仁d1440 
D K P L Q S N Y F L N I M L L I G G L A 
「fTCTTGA仁GT仁T仁TG仁T仁GGGAG仁TGAGAG仁GATGGT仁TGATGA仁T仁T仁TGA仁GAGTG1500 














1 :MAA-OR-LAALHAAAPSAFSSTSS-ASHGRP-AARSSTTALLPVALPRASA-TLRAAPS- 54 
1 :MAERVSLTLNVTLLSPPPTTTTTTMSSSLASTTAASLLLRSSSSSSRSTLTLSASSSLSF 60 
1 :一一一一一一一-M-AS-F一一一一TTTTAA-AAS-R一一一一一ー LLPSSSSSISRLSLS-SSSSSSSS 37 
1 : M-A-ER一IAASLLPAASP-SPAPS-PPPPRP-RVSAAAAASFPCCSTSAGGLRLRSRPS- 53 
1 :一一ー ーー 一一一一一ー 一一ー 一一一一一-MSVSLSAASHLLCSSTRVSLSPAVTSSSSSPVVALSSSTS 40 
1 :MTDR--LAM-AS-F一一一一TTTTAA-AAS-R一一一一一一LLPSSSSSISRLSLS-SSSSSSSS 43 
rice sAPX 
A t sAPX 
s p sAPX 
rice tAPX 




61 : VRSL VSSPRLSSSSP LSOKKCR 1 ASVNRSFNSTTAA TKSSSSDPDOLKN ~: . ~::.! :，K.，，，:'..rS:~ 1 2 0 
38:LKCLRSSP-L--VSHLFLRO-RGGSAYVT-K-TRFSTKCYASDPAOLKNふ!:;~:IK:fω ios 91 
54:--R一一一FPQ---KAATTRSG-RAGAGARAVVRCMAAAAVAASDAAOLKS~ ， !ι:台工丈 I 104 
今岡噸令r.;::"~.~ ' ': 
41 : PHSLGSVAS-SSLFPHSSFVLOKKHP 1 NGTSTRK 1 SPKCAASDAAOL 1 S.:K.'，trfKVL，.R." 99 
44:LKCLRSSP-L--VSHLFLRQ-RGGSAYVT-K-TRFSTKCYASDPAOLKNf~~~JK~二三OS 97 
rice sAPX 
A t sAPX 






A t sAPX 
sp sAPX 











rice sAPX 226: 
A t sAPX 241 : 
sp sAPX 212: 
rice tAPX 225: 
At tAPX 220: 
sp tAPX 218: 
rice APXa 141: 
rice sAPX 285: 
At sAPX 300: 
sp sAPX 271: 
rice tAPX 284: 
At tAPX 279: 
sp tAPX 277: 
rice APXa 185: 















rice sAPX 345:制獄事;を院厚EGFTLDG 359 
At sAPX 360:えJ 藤議EG-----一一ト1 372 
s p sAPX 331 :民;~O~EG---一一一一一トTLN一一一一一一一一一一一一一一一一一G一一一 345
rice tAPX 344: 沿いdEGFSLDDEPAVEEKDPEPAPAPAAAPPPPPVEEKKEAEPTPVPVTVGAAVAS403 
At tAPX 339: 縄D櫓EGIVIENVP--EKFVAAKYST-GKKELSDSM--KK一一K-IRAEY-EAIGG 387 
sp tAPX 337:~腿Ot1ÃEG--一一一一トTLN一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一G一一一 351
rice APXa 245:争fムー 控AOA 250 
sp sAPX 346:TPA--一GAA--PEKFVAAKYSSNKD 365 
rice tAPX 404:SPADDNNGAAPOPEPFVAAKYSYGK-KELSDSMKOKIRAEYEGFGGSPOKPLOSNYFLNI 462 
A t tAPX 388: SP一一D-K-PLP-TNYFLNI1 IAIGVLVLLSTLFGGNNNSDFSGF 426 
sp tAPX 352:TPA-ー一-GAA--PEKFVAAKYSSNKRSELSDSMKEKIRAEYEGFGGSPNKPLPTNYFLNI 405 
rice tAPX 463:MLLIGGLAFLTSLLGS 











rice sAPX rice tAPX 
rice sAPX 合
rice tAPX 87.2 * 
Arabisopsis 
82.7 80.6 sAPX 
spinach 84.7 82.6 sAPX 
Arabidopsis 81.7 84.5 tAPX 
spinach 84.7 82.6 tAPX 
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特異的なプローブを用いてハイブリダイゼーションを行い、 6xSSC， 0.1% 
SDSを用い550Cで2回洗浄を行った。 日:Hind II、K: Kpn 1、S:Sph 1、
E: EcoRV、N: Nco 1、Pv: Pvu I、X:Xba 1、P: Pst 1 。
56 
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を行い、 2xSSC， 0.1% SDSを用い420Cで2回洗浄を
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total RNAから、 OligodT celluloseカラム(Amersham-Pharmacia)を用いて
poly(A)+ぼぜAを精製した。得られたpoly(A)+RNAを鋳型にしてZap-cDNA
synthesis kit (Stratagene)を用いてcDNAを合成し、 λZAPIIベクター (Stratagene)
に組み込みcDNAライブラリーを作製した。既知の植物カタラーゼ(トウモロコシ











配列に基づく構造解析、他のAP文とのホモロジー検索は、 GENE廿 X-WINVer.3 
(ソフトウェア開発)により行った。
イネカタラーゼに対するプローブの調製
イネCatAcDNA [74J (accession no. X61626)の3'-UTR(base no. 1531-1835)を
PCRにより増幅し、得られたDNA断片をCatAに特異的なフローブとした。なおCat生
cDNAおよび、PCRに用いたプライマーはいずれも農水省生物資源研究所 肥後健一博
士より分与された。またCatBcDNAの3'-末端領域(SalI-Xho 1領域:base no. 1671-
1831)を制限酵素切断により切りだし、 CatBに特異的なプローブとした。それぞれの



























列には、活性中心 (His-74，Ser-113， Asn-147)とヘム結合部位のアミノ酸 (Val-73，
65 
Arg-111， Tyr-114， Phe-150， Pro-335， Arg-353， Tyr-357) [28Jが全て保存されて















































































Cat A -1 L1 
ATG 
-l: = -.圃.・.・圃町
















M D P Y K H R A S S
gggagcaattccaccttctggaccaccaactccggcgcccccgtctggaacaacaactccgccctcaccgtcggagagcg 240 
G S N S T F W T T N S G A P V W N N N S A L T V G E R 
aggccctatcctccttgaggactatcatctgattgaaaagcttgcαcagtttgacagggagcgtatccctgaαcgtgtcg 320 
G P 1 L L E D Y H L 1 E K L A Q F D R E R 1 P E R V i!J
ttωtgcaaggggagccagtgccaagggattttttgaggttactcatgatatttctcαcjctcacatgtgctgattttctlc 400 
日 A R G A S A K G F F E V T H D 1 S H L T ( A D F L 




























D P R G F A V K F Y T営 E G N F D L V G N N M ~ G F F 
工tatccgagatgggatgaaattccctgacαtggtccatgctttcaagccaagtccaaagaccaatatgcαggagαactgg 640 
1 R D G M K F P D M V H A F K P S P K T N M Q E N W 
agaatαgttgatttcttttcacaccacccαgagαgcctgcacatgttctccttcctctttgacgatgtαggcatcccact 720 
R 1 V D F F S H H P E S L H M F S F L F D D V G 1 P L 
caactαcaggcacatggagggttttggtgtcaacacctacaccctαatcaatαaggatggaαagcctcaccttgtcaaat 800 
N Y R H M E G F G V N T Y T L 1 N K D G K P H L V K F 
tccactggaagcctacctgtggtgtcaaatgcctgttggatgatgaagctgtgactgttggcggcαcctgccacagccat 880 
H W K P T仁 G V K ( L L D D E A V T V G G T ( H S H 
gccacgaaggacttgactgattctαttgcαgcagggαattacccagαgtggaagctttacatccagactαttgatcctga 960 
A T K D L T D S 1 A A G N Y P E W K L Y 1 Q T 1 D P D 
tcatgaggacagatttgacttcgatcctcttgatgtcaccαaga仁αtggccagaggatatcαtccccctgcagccagttg1040 
H E D R F D F D P L D V T K T W P E D 1 1 P L Q P V G 
gacggatggtcctgaacαaaaacattgataacttctttgcagaaaatgaacagcttgctttctgcccagcgαtaattgtc 1120 
R M V L N K N 1 D N F F A E N E Q L A F仁 riA 1 1 V 
cctggaatccαttactctgatgataagctgctccagacaagaattttctcc~atgctgatacccaa αggcaccgtcttgg 1200 
P G 1 H Y S D D K L L Q 丁 目 1 F S ~ A D T Q R H R L G 
cccαααctatttgatgcttcctgtgaatgcaζcaaaatgtgcataccacaacααccαccαcgatggctccαtgaatttca 1280 
P N Y L M L P V N A P K ( A Y H N N H H 0 G S M N F M 
tgcαcagggatgaagaggttaactacttcccttcaaggtttgatgctgcacgtcαtgctgαgaaggtccctattcctcct 1360 
H R D E E V N Y F P S R F D A A R H A E K V P 1 P P 
cgtgttctaacaggctgtcgggαaaagtgtgtcattgacaaggagaacaatttccaacaggctggtgagagataccggtc 1440 
R V L T G仁 R E K仁 V 1 D K E N N F Q Q A G E R Y R S 
atttgaccctgccaggcaagαtcgttttctccagcggtgggttgatgctctctcagatcctcgtattacacatgaactcc 1520 
F D P A R Q D R F L Q R W V D A L S D P R 1 T H E L R 
gtggcatctggatctcctactggtcgcagtgtgatgcgtcccttgggcagaagctggcttcacgtctcaacctgaaaccα1600 
G 1 W 1 S Y W S Q 仁 D A S L G Q K L A S R L N L K P 
aacatgtαgαtcggccaggaggaatccagtggtggtgctatgttggacagtcaaacatgaactgtaatgtgtcgaccagc 1680 







Homologies among amino acid sequences of plant catalases 
Rice B RiceA Cotton1 Sweetpotato Pea Maize1 Maize2 Maize3 
Rice B 71.1 84.1 75.0 82.2 93.3 63.3 67.4 
RiceA 72.8 70.9 69.8 72.0 56.5 81.8 
Co仕on1 77.4 86.0 85.0 64.0 68.0 
Sweetpotato 4・ 75.3 74.0 56.6 67.7 
Pea 81.2 60.4 65.9 






A [Mori et al.1992J、ワタCat1 [Ni et al.1990 J、サツマイモCat
[Sakajo et al.1987J、エンドウCat[Isin and Allen 1991J、トウモロコ
シCat1、Cat3 [Redinbaugh et al.1988J、トウモロコシCat2 
[Bethards et al.1987J。
4d 5d 4d 5d 
~2kb 
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イネsodCcl(accession no. L19435)のフロモーター領域のうち、 77bp共通配列
(base no. 766-842)をPCRにより増幅した。用いたフライマーの配列は以下の通りで
















わってpGEM-luc(Promega)のB♂ηH1 -Sac 1断片を挿入して、 GUSコード領域を
LUCコード領域に入れ替えたプラスミド、 35SINTLUCを構築した。さらに
35SINTLUCをBamHIおよびStu1切断によりLUCコード領域を除去し、 pSP-













Triton X -100)でカルスを破砕し、 20，000x g、1分間遠心した後、上清をLUCおよ
びGUS活性測定に用いた。 LUC活性は、 LuciferaseAssay System (Promega)を用






いた。 sodCclフローブの調製については第 l章(p 7-8 )と同様に行った。またtrxh





ることにより、 trχhcDNAの3'-UTR(base no. 426-687)を切り出し、プローブとし









ファ ~A (50mMTris-HCl (pH 7.9)、5mMMgC12、1ロホ1PMSF、5mMDγr、
1.6m:Nl salicylhydroxamic acid、1mg/mlt-butylated hydroxytoluene)を加え、
POLYTRON PT 3100 (KINEMATICAAG)を用いて破砕した。ホモジェーネートを2
層のMiracloth(CALBIOCHEM)でろ過した後、 3，300x gで10分間遠心した。沈殿を








































核抽出物をSDS-PAGE(ゲル濃度12%)により分画した後、 10mMTris-HCl (pH 
8.3)、150mMglycine、0.05%SDS、10%methanolをtransferbuffer に用いて、
2mA/cm2で30分間通電し、 PVDF膜 (BIO-RAD)にブロットした。 SDS-PAGEおよ
びブロッティングを40Cで行ったロプロット後のPVDF膜を、 5%BSAを含む結合バッ
ファー (25mMHEPES-KOH (pH 7.9)、100mMKCl、0.5mMDTI)に浸し、 室温で






































































































































A sodCc1 5' 3' 
grx 5 3' 
trxh 5' 3' 




766 'AAGCGAAA仁AACATATTTA仁AAA仁GAAAAATAATTTATAAATAAAA仁TTTTATATATGTGTTTTTAGCGATCTAAAT 842 
1209 T仁AATCCAC仁TCTACTCAAA仁ACA仁CCTAAGAATA仁GTATATAAAAATTTTATTTATAAATTAII I I I ATTTGTAA 1285 
515 AAGCGAAA仁GACATATTTA仁GAACA仁AAAATAATTTGTAAATAAAACTTTTATATA仁TGTG----AG仁GATCTAAAT 587 
コ 28bp core • 



































































































H202 (mM) DTT (mM) 























A 1 AAGCGAAACAACATATTTACAAACGAAAAATAATTTATAAATAAAACTTTTATATATGTGTTTTTAGCGATCTAAA 76 
11 111111111111111 1111 111 1 111111 1111111111111111111 11 11 111111111111 
B 224 AAACGAAACAACATATTTGCAAAAGAATAGTAATTTGTAAATAAAACTTTTATATACGTATTCGTAGCGATCTAAA 149 
A: 77bp homologous sequence (sodCcl) 
B:悶cegenorr註cDNA (accession no. D25363) 
Fig.5-8 77bp共通配列と相向性の高いイネゲノムDNAの配列
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